







































ganogenesis.  Indeed,  the human  fetal  testes  extensively  synthesises both peptide hor‐






inevitably results  in congenital malformations that can have  life‐long outcomes  for  the 
male to be. These consequences are symptoms of testicular dysgenesis syndrome [1]. On 






































esis  begins with  the  transport  of  cholesterol  to  the  inner mitochondrial membrane  of 
Leydig cells by transport proteins, such as STAR. In adult human testes, cholesterol is then 
preferentially converted into testosterone via the Δ5 pathway, using the following inter‐
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loss. Moreover,  3H‐labelled  compounds  are more  easily  synthesised  than  14C‐labelled 
compounds [22].   
This may explain the slightly higher use of 3H‐labelled steroid precursors. However, 
both  isotopes were suitable  for the study of steroidogenesis  in  the  fetal gonads. Radio‐






















cluding  benzene:formamide,  chloroform:methanol,  and  benzene:heptane:methanol:wa‐
ter. Very often, to help to identify the radiolabelled metabolites of interest, matching non‐



















































































































1974  Testes      7α‐3H‐Preg  T    [24] 




































1982  Ovaries    endo  14C‐Preg    P4, 17OH‐Preg,  5‐ene‐3β‐HSD  [33] 
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In  testes,  radiolabelled pregnenolone was metabolised  into DHEA  and T  [23,24], 
while radiolabelled P4 was metabolised into 17α‐OH‐P4, 16α‐hydroxyprogesterone, an‐
drostenedione, and T [24,26,30,38]. 17β‐hydroxy‐5α‐androstan‐3‐one and 5α‐androstane‐


































nolone,  research  identified  P4,  17OH‐Preg,  5‐pregnene‐3β,20α‐diol,  5‐pregnene‐
3β,17α,20α‐triol, 5α‐pregnane‐3,20‐dione, and DHEA as  the  resulting metabolites, sug‐
gesting efficient 5‐ene‐3β‐HSD, 17‐hydroxylase 20α‐HSD and 5α‐reductase activities [32]. 






radiolabelled  5α‐17‐hydroxy‐pregnanolone,  5α‐androsterone,  and  5α‐androstanediol 













instance,  in  the  case  of  testosterone  from  radiolabelled precursors,  some  results were 
given in pmoles/10 mg of testes/2 h, or pmoles/pair of testes/2 h [24]. Other units were 
used, such as pmoles/mg of protein [31], or the conversion percentage of the radiolabeled 
precursor  [23]. This difference  in the presentation of results  from one study  to another 
complicates the comparisons and the interpretations. 
























Figure 3. A schematic explanation of  the principal  immunological assay  types. All  the  immunological methods repre‐
sented here rely on the use of a steroid‐directed specific detection antibody fixed on a solid phase or on beads. The main 









































































































cocktails  [46].  In addition, multiplexing  is possible due  to different  lanthanide chelates 
having their own narrow emission spectra, while labelled components can remain usable 
for a year—much longer than 125I‐labelled components. 

























































pothesis  that  the hCG  receptors might be already  fully occupied by endogenous hCG. 
Unlike the adult testis, Leydig cell desensitisation by hCG does not occur in the human 
fetal  testis  [58]. Altogether,  these  studies not only  improved  the understanding of  the 





Similar methods were used  to  identify  the appropriate  trophic reagents  to sustain 
human fetal ovaries in culture, showing the spontaneous production of DHEA, andros‐
tenedione, E1 and E2, and stimulation with Bu2cAMP [59]. The refinement of antibody 












































































2010  culture  Cadmium (+/− hCG)  RIA  T  [73] 










































































































































ELISA,  to  the  best  of  our  knowledge. Although  routinely  used  in  clinics,  and while 
claimed to be more sensitive than ELISA, only DELFIA non‐radioactive technology has, 
thus far, been used for the quantification of steroids from human fetal gonads [69]. It re‐























tification of  testosterone‐producing  cells  [9].  Immunohistochemistry and/or  in  situ hy‐












quantification  of  mRNA  levels  of  genes  encoding  Leydig  cell  markers  (HSD17B3, 
CYP11A1, PTC1, CYP17, LHR, and INSL3) showed that the levels of transcripts remained 

















pressed  in  the  second  trimester human  fetal ovaries  showed  a  continuous  increase  in 
















ferent  technologies have  been published  [95–97],  and  genes  encoding  enzymes  of  the 
steroidogenesis pathway have been used as Leydig cell markers. However, deep analyses 
of the numerous isoforms and sexual comparative analysis remain in the to‐do list. The 
current race to single cell and/or spatial RNAseq analysis may also,  in  the near  future, 


















































the  study of steroids, and more precisely  their quantification, several  types of  tandem 
mass spectrometer are used (Figure 4). Moreover, it is often a question of comparing their 
performances, in terms of the sensitivity, specificity, resolution, etc. [104]. 














of Flight  (Q‐TOF), Q‐Orbitrap, and Triple Quadrupole  (QqQ). Due  to  their performances  (high mass  resolution, mass 















This method  is particularly simple and quick  to set up. Other  techniques, such as 
solid phase extraction (SPE) using columns, can be employed on their own or after LLE or 

























































To  quantify,  the  “multiple  reaction monitoring”  (MRM)  procedure  is  used:  both 
quadrupoles are in SIM mode. In this set‐up, a first precursor ion is selected by the first 























Basing  the quantification on  the  full MS  scan  in high  resolution mode also allows  the 
measurement of the abundance of other molecules with an increased mass accuracy and, 
thus, to obtain a relative quantification of endogenous compounds at the same time as the 























































ried out on gonadal extracts helped  to complete  the results obtained at  the same  time, 
using radiolabeled precursors. GC‐MS (and GLC) made it possible to identify and quan‐
tify not only T but also  its  endogenous precursors  in gonadal  extracts.  Indeed,  in  the 
pooled testes of foetuses of 10–22 PCW (12–24 GW) in age, nine neutral steroids (uncon‐





However,  these  studies  failed  to detect  and quantify  the  expected precursors, P4  and 












in sample preparation and MS  technology  [85].  Indeed,  the preparation of samples  in‐











This workflow  led to the observation that human  fetal testes at 9–10 PCW  (11–12 GW) 
synthesised significantly higher amounts of total steroids than at 6–7 PCW (8–9 GW).   


















Nodal  and  the  Fibroblast Growth  Factor  pathways  in  cultivated  first  trimester  testes 























































We now know  that  this agrees with  the  findings of Imperato‐McGinley  [135] con‐
cerning the “guevedoce” (penis at 12) mutation. Due to 5‐alpha reductase deficiency, these 
individuals were born apparently female but at puberty became male. Their inability to 
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Altogether,  these  studies  indicated  that  steroidogenesis  should  not  be  looked  at 
solely from the gonadal point of view. In fact, the control of the differentiation of the hu‐
man fetal urogenital tract is not only dependent on gonadal steroids but also on a complex 














sitivity  and  reliability  of  individual  approaches  [123,143], which  concern  every  assay 









The perpetual evolution and refinements of all  these methods, even  for  those  that 
may seem to be the most outdated, are generators of new findings because they have bro‐
ken down technological barriers. This constant process of serial improvements also poses 








approaches  that are poorly suited  to  the exceedingly small weights of  the human  fetal 
ovaries that can be collected. The main consequence is the relative absence of the investi‐
gation of endocrine disruption by xenobiotics  in  female gonads compared  to  the male 
counterpart.  In  line with  this,  the gonads  should be  considered as  cogs  in  the overall 
steroidogenic endocrine environment, and all target organs should also be investigated. 
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